Folha de protocolo QIAsymphony® RGQ

DefinicOes de corrida dos artus® QS-RGQ Kits
(software Rotor-Gene® Q 2.1 ou superior)

C€ i‘irttus BK Virus QS-RGQ /o506 1, [REF] 4514363
g s artus CMV QS-RGQ Kit Versdo 1, 4503363
C€ artus EBV QS-RGQ Kit  Versdo 1, 4501363

. Versdo 1, 4506363,
g s artus HBY QSRGQKit o 20

.. Versao 1, 4518363,
g s artus HCV QSRGQKit 200
C€ artus HI Virus-1 QS- Versdo 1, 4513363,
0197 RGQ Kit 4513366
C€ i‘irttus HSV-172 QSRGQ /650 1, 4500363

C€ artus VZV QS-RGQ Kit  Versao 1, 4502363

Gestao da versao

Este documento € a folha de protocolo QIAsymphony RGQ,
versao 1, R3.

A Verificar a disponibiidade de novas revisbes de
rotulagem eletrOnica em www.giagen.com antes da
realizacao do teste.

Pontos importantes antes de iniciar o procedimento

[ | Familiarizar-se com o Rotor-Gene Q antes de dar inicio ao protocolo. Consultar o
manual de utilizador do instrumento.

| Ver também o respetivo manual do artus QS-RGQ Kit e folha de aplicagcdo em

www.giagen.com/products/giasymphonyrgg.aspx. . . . . .
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[ | Assegurar-se de que todos os padrfes de quantificagcdo, bem como, pelo menos,
um controlo negativo (agua, grau de PCR) sdo incluidos por cada corrida PCR.
Para criar uma curva padréo, usar todos os padrdes de quantificacao fornecidos.
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Procedimento

1. Colocar os tubos PCR no rotor de 72 pogos do Rotor-Gene Q.
Vedar o rotor com o anel bloqueador.

2. Transferir o ficheiro do ciclador do QIAsymphony AS para o
computador do Rotor-Gene Q.

3. Abrir a caixa de didlogo “New Run Wizard” (Assistente de nova
corrida) (figura 1). Marcar a caixa “Locking Ring Attached”
(Anel bloqueador conectado) e clicar em “Next” (Seguinte).

New Run Wizard | ll

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

¥ Locking Ring Attached

SkipWizard | << Back |

Figura 1. Caixa de dialogo “New Run Wizard” (Assistente de nova

corrida).

4. Selecionar 50 para o volume de reacao da PCR e clicar em
“Next” (Seguinte) (figura 2).
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New Run Wizard é]

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, This box displays

clicking Next when vou are ready to move to the next page. i:e'pm?ilgaﬂe?z?ﬁe;:

on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a

Operator : I Qiagen

Motes :

combo box to display
help about its
available settings.

" Reactlion I |
Wolume [uL): i —

Sample Layout {41, 42, 43, _. |

Skipwizad | <<Back [I New>> |

Figura 2. Definicado dos parametros de ensaio gerais. Nota: Mesmo
gue o volume de reacao fisica nao seja 50 pl, selecionar sempre
50 para o volume de reacao no software Rotor-Gene.
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5. Clicar no botao “Edit Profile” (Editar perfil) na caixa de dialogo
seguinte do “New Run Wizard” (Assistente de nova corrida)
(figura 3). Programar o perfil de temperatura indicado para o
respetivo artus QS-RGQ Kit, tal como mostra a tabela 1, tendo
como orientacdo as capturas de ecra exemplificadas nas
figuras 3-6 (as capturas de ecra para o artus Hl Virus-1 QS-RGQ
Kit s&o mostradas a titulo de exemplo).

New Run Wizard ZI

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
yoLr mouse over the

item for help. You
can also click on &
combo box to display

help about its
available settings.

1 Edit Profile ..

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain | Create New... I

Green  470nm  510nm 4 Edit |
Yelow  530nm  555nm 7}
Orange  585nm  B10nm 8 Edit Gain... |
Red 625nm  6B0nm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remave |
" :.. Blue 368nm  460nm 7 Reset D efaultsl
2 -’ 2 Gain Optimisation... 3

SkipWizard | << Back |i Next >> i

Figura 3. Edicao do perfil. As capturas de ecra para o artus HI Virus-
1 QS-RGQ Kit sdo mostradas a titulo de exemplo.

Tabela 1. Perfis de temperatura para os artus QS-RGQ Kits
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artus
QS-RGQ Kit
Hold

(Em
espera)

Hold 2
(Em espera
2)

Cycling
(Ciclagem)

BK Virus, CMV,
EBV, HSV-1/2,
VZV

Temperature
(Temperatura):
95 graus

Time (Tempo):
10 min

Passo nao
necessario

45 vezes

95 graus
durante
15 segundos

65 graus
durante
30 segundos

72 graus
durante
20 segundos

Ativar sempre
afuncao de
diminuicao de
um grau a
cada ciclo
para 10 ciclos
no passo de
anelamento.

HBV

Temperature
(Temperatura):
95 graus

Time (Tempo):
10 min

Passo nao
necessario

45 vezes

95 graus
durante
15 segundos

55 graus
durante
30 segundos
72 graus
durante
15 segundos

HCV, HI Virus-1

Temperature
(Temperatura):
50 graus

Time (Tempo):
30 min
Temperature
(Temperatura):
95 graus

Time (Tempo):
15 min

50 vezes

95 graus
durante
30 segundos

50 graus
durante
60 segundos

72 graus
durante
30 segundos

Nota: Ver também a respetiva folha de aplicacao

QIAsymphony RGQ em
www.giagen.com/products/giasymphonyrgq.aspx.
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x
7 .8 W[ e

Mew Open Save As Help

The run will take approximately 209 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

cycle below to modify it :

1 -b st .|
Hold 2 Insert before...

Cycling

2 Hold Temperatwe:  5g Ideg
Hold Time : ilmilm

< F3

Figura 4. Transcricao reversa do ARN. As capturas de ecra para o
artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit sdo mostradas a titulo de exemplo.
Nota: Este passo pode ser diferente para o0s outros artus
QS-RGQ Kits. Ver tabela 1 para informacgdes especificas para
cada artus QS-RGQ Kit.

zl
7 .8 W[ e

Mew Open Save As Help
The run will take approzimately 203 minute[s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insext after... |

1 2 Insert before... |
Cycling =

emove I

Hold Temperature: g5 |deg

2- Hold Time - 15 |mins 0 |sscs

—13

Figura 5. Ativacao inicial da enzima de comeco quente. As
capturas de ecra para o artus Hl Virus-1 QS-RGQ Kit s&o mostradas
a titulo de exemplo. Nota: Este passo pode ser diferente para 0s
outros artus QS-RGQ Kits. Ver tabela 1 para informacdes especificas
para cada artus QS-RGQ Kit.
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M Edit Profile x|

.8 W @

New Open Save As Help

The run will take approximately 209 minute{s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

il

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after.... |
1 Hold 2 Insert before... I

Remove |
2 This cycle lepeats-so time(s).

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

95 deg. for 30 secs

50 deg.

on Green, Orange
[~ LongRange /
[~ Touchdown 50 deg. for B0 secs

Timed Step E] ;I l!

SEn
3 60 seconds / I 5
Acquiring to Cycling A 72 deg. for 30 secs

-6

Figura 6. Amplificacdo do ADN. As capturas de ecra para o artus
HI Virus-1 QS-RGQ Kit sdo mostradas a titulo de exemplo. Nota: Este
passo pode ser diferente para os outros artus QS-RGQ Kits. Ver
tabela 1 para informacdes especificas para cada artus QS-RGQ

Kit.

6. O intervalo de detecédo dos canais de fluorescéncia tem de

ser determinado de acordo com as intensidades

de

fluorescéncia nos tubos de PCR. Clicar em “Gain Optimisation”
(Otimizacao de ganho) na caixa de didlogo “New Run
Wizard” (Assistente de nova corrida) (ver figura 3) para abrir a
caixa de didlogo “Auto-Gain Optimisation Setup”
(Configuracao da otimizacéo automatica de ganho). Definir a
temperatura de calibracédo para coincidir com a temperatura

de anelamento do programa de amplificacdo e ajustar

as

sensibilidades do canal de fluorescéncia (tabela 2 e captura

de ecra a titulo de exemplo na figura 7).
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Tabela 2. Definicbes “Auto-Gain Optimisation” (Otimizagao
automatica de ganho) para os artus QS-RGQ Kits
artus QS-RGQ BK Virus, CMV, HCV,
Kit VZV EBV HBV HI Virus-1  HSV-1/2
Temperature
(Temperatura) 65 graus 65 graus 55 graus 50 graus 65 graus
Green
Green Green Green Green (Verde)
Definices (Verde) (Verde) (Verde) (Verde) Orange
dos canais Orange Yellow Yellow Orange (Laranja)
(Laranja) (Amarelo) (Amarelo) (Laranja) Yellow
(Amarelo)
Nota: Ver também a respetiva folha de aplicacao
QlIAsymphony RGQ em
www.qiagen.com/products/giasymphonyrgg.aspx.
|
— Dptimisation :
3 Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
e different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range ofﬂﬂuorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature h:IISU -f'i degrees. 1

Optimise All

| Optimise Acquiring |

I~ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 50 Degrees At Beginning Of Run

— Channel Settings :

| =l Add... |
Name | Tube Pasition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit... ]
e o 1o — =
Remove &l |
| [ ]
2-| gtall I Manual... Close Help |
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Figura 7. Ajustar a sensibiidade do canal de fluorescéncia. As
capturas de ecra para o artus Hl Virus-1 QS-RGQ Kit sdo mostradas
a titulo de exemplo. Nota: Este passo pode ser diferente para 0s
outros artus QS-RGQ Kits. Ver tabela 2 para informacdes especificas
para cada artus QS-RGQ Kit.

7. Os valores de ganho determinados pela calibracéo de canais
sdo guardados automaticamente e sao enumerados na
dltima janela do menu do procedimento de programacao
(figura 8). Clique em “Start Run” (Iniciar corrida).

my

=1

O poulvn corlimned thal pous n alings e comect, click Stan Run ba Save Template
: beagen the . Chck Save Tamplats 1o pirve pibtirgs for hubure nns o r e e

skowamd | ccBak |

Figura 8. Iniciar a corrida. As capturas de ecra para o artus Hl Virus-
1 QS-RGQ Kit s&o mostradas a titulo de exemplo.

8. Depois de iniciar a corrida, importar a informacao do ficheiro

do ciclador, clicando no botao E ("Open") (Abrir) ou editar
manualmente as amostras.

9. Para interpretacao dos resultados, ver o manual do utilizador
do instumento e a respetiva folha de aplicagao
QIAsymphony RGQ em
www.qgiagen.com/products/giasymphonyrgq.aspx.
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Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e renuncias
de responsabilidade especificas do produto, consultar os manuais
do kit QIAGEN ou do utilizador. Os manuais do kit QIAGEN e do
utilizador estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser
pedidos a Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

Marcas comerciais: QIAGEN®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).

Janeiro 2014 HB-0371-S02-003 © 2013-2014 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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www.qgiagen.com
Australia = 1-800-243-800
Austria = 0800-281011
Belgium = 0800-79612
Brazil » 0800-557779
Canada = 800-572-9613

China = 800-988-0325
I —

Denmark = 80-885945
Finland = 0800-914416
France = 01-60-920-930
Germany = 02103-29-12000
Hong Kong = 800 933 965
India = 1-800-102-4114

Ireland = 1800 555 049
I—

Italy = 800-787980

Japan = 03-6890-7300

Korea (South) = 080-000-7145
Luxembourg = 8002 2076

Mexico = 01-800-7742-436

The Netherlands = 0800 0229592

Norwax = 800-18859

Singapore = 1800-742-4368
Spain = 91-630-7050
Sweden = 020-790282
Switzerland = 055-254-22-11
Taiwan = 0080-665-1947

UK = 0808-2343665

USA = 800-426-8157
—
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